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 Streszczenie
Cel pracy: Celem pracy było zbadanie profilu ekspresji genów kodujących białka macierzy zewnątrzkomórkowej 
w nowotworach endometrium przy pomocy techniki makromacierzy.
Materiał i metody: Ocenie poddano tkanki pobrane w trakcie zabiegu operacyjnego od 40 pacjentek operowanych 
z powodu raka trzonu macicy oraz 9 pacjentek z powodu mięśniaków. Z uzyskanego materiału tkankowego 
izolowano RNA, które poddano reakcji odwrotnej transkrypcji. Następnie otrzymane komplementarne DNA (cDNA) 
znakowano izotopowo oraz użyto do reakcji PCR. Przygotowanie membran oraz proces hybrydyzacji znakowanego 
cDNA przeprowadzano zgodnie z protokołem dołączonym do zestawu makromacierzy. Uzyskane wyniki poddano 
analizie statystycznej przy pomocy sztucznej sieci neuronowej.
Wyniki: W analizie statystycznej otrzymanych wyników porównywano stopień ekspresji genów białek macierzy 
zewnątrzkomórkowej w tkankach nowotworowych w stosunku do poziomu ekspresji tych genów w prawidłowym 
endometrium. Istotność statystyczną wykazano dla ekspresji genu fibronektyny oraz osteonektyny i w obu 
przypadkach była ona istotnie statystycznie niższa dla tkanek nowotworowych (odpowiednio p=0,009, p=0,0003). 
Dodatkowo wykazano, że ekspresja tych genów malała wraz ze wzrostem stopnia zawansowania klinicznego 
i histologicznego choroby jednak dla tych zależności nie wykazano istotności statystycznej.
Wnioski: Zmniejszenie ekspresji genu osteonektyny i fibronektyny w nowotworach endometrium w porównaniu do 
tkanek prawidłowych wydaje się promować rozwój choroby. Poziom ekspresji tych genów może stanowić również 
dodatkowe narzędzie w określaniu stopnia zaawansowania choroby oraz przewidywania dalszego jej przebiegu.
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człowieka	 (Human Genome Project),	 umożliwia	 prowadzanie	
kompleksowych	 analiz	 ekspresji	 różnych	 genów	 człowieka,	
zwłaszcza	 pod	 kątem	 ich	 udziału	 w	 procesach	 chorobowych.	
Główną	 techniką	 służącą	 analizie	 profilów	 genetycznych	 stały	
się	 tzw.	 mikro-	 i	 makromacierze,	 na	 których	 immobilizowane	
są	 sondy	 odpowiadające	 badanym	 transkryptom	 genów	 orga-




rządkowane	 zestawy	genów	 lub	 częściej	 ich	 fragmentów	 (tzw.	
sond	molekularnych)	w	postaci	oligonukleotydów	lub	sekwencji	
cDNA,	unieruchomione	na	stałym	podłożu.	Miejsca	hybrydyza-






















mórkowej	 jest	 fibronektyna,	 która	 pełni	 rolę	 spoiwa	pomiędzy	






dołączają	 się	 inne	 elementy	 odpowiedzialne	 za	 oddziaływanie	
z	 heparyną,	 kolagenem	 oraz	 receptorami	 zlokalizowanymi	 na	
powierzchni	komórek.	Białko	to	pełni	wiele	funkcji	związanych	
z	 odpowiedzią	 immunologiczną,	 gojeniem	 ran,	 włóknieniem,	
tworzeniem	naczyń	krwionośnych	oraz	embriogenezą	[11,	12].
Innym	 ważnym	 białkiem	 macierzy	 zewnątrzkomórkowej	
jest	osteonektyna,	glikoproteina	o	masie	43	kDa,	znana	również	






Jest	 również	 czynnikiem	 wpływającym	 na	 dynamikę	 procesu	
degradacji	składników	błony	podstawnej	i	miąższu	tkanki	łącz-





tworów	 [18].	 Ekspresję	 osteonektyny	 obserwuje	 się	 głównie	




i	 tkankach	 zaangażowanych	 w	 procesy	 naprawcze	 związane	
z	gojeniem	się	ran	oraz	w	tkankach	nowotworowych	[20].	
Inni	 badacze	 wykazali,	 że	 osteonektyna	 powoduje	 wzrost	
aktywności	metaloproteinazy	–	2	(MMP-2)	w	ludzkich	tkankach	
nowotworowych	 zwiększając	 ich	 zdolność	 do	 naciekania	
 Abstract
Objectives: The aim of this study was to investigate, by means of cDNA macroarrays, the expression profile of 
genes coding the ECM proteins in endometrial cancer.
Material and methods: Tissue specimens were collected during surgical procedures. 40 patients were operated 
due to endometrial cancer and 9 patients because of uterine myomas. RNA was isolated and reverse transcriptase 
reaction with radioisotope labeling of cDNA were performed. PCR reaction was performed with labeled cDNA. All 
steps of macroarray hybridization were done according to the protocol. Statistical analysis was done with different 
tests, including artificial neural network method.
Results: The level of ECM protein genes expression in normal endometrial tissue was compared to the expression 
of these genes in endometrial cancer specimens. Statistical significances were found only for fibronectin and 
osteonectin genes and for both genes decreased expression was observed in cancer tissues (p=0.009, p=0.0003, 
respectively). Moreover, fibronectin and osteonectin genes expression decreased along with increase of clinical 
staging and histological grading of the endometrial cancer but no statistical significance for this trend was found.
Conclusions: Decreased expression of fibronectin and osteonectin genes, when compared to normal endometrial 
tissue expression, in endometrial cancer may play an important role as a stimulus for disease development and, on 
the other hand, may be used as an additional marker for the progression of the disease.
 Key words: endometrial cancer / cDNA macroarrays / fibronectin / osteonectin / 
        / extracellular matrix proteins / 
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jego	 przydatności	 w	 leczeniu	 chorób	 cywilizacyjnych,	 w	 tym	
nowotworów.
Rak	trzonu	macicy	jest	jednym	z	najczęstszych	nowotworów	
złośliwych	 występującym	 u	 kobiet	 i	 w	 Polsce,	 według	
Krajowego	Rejestru	Nowotworów,	w	2006	roku	na	ten	nowotwór	
zachorowało	4376	kobiet	(http://85.128.14.124/krn).	W	związku	
z	 cywilizacyjnymi	 czynnikami	 ryzyka,	 predysponującymi	 do	












(Kirsten rat sarkoma 2 viral oncogene homolog),	występującą	













macierzy	 zewnątrzkomórkowej	 w	 tkankach	 prawidłowych	
w	porównaniu	do	nowotworów	endometrium,	 ich	wzajemnego	
oddziaływania	 oraz	 odnalezienia	 korelacji	 ze	 stopniem	
zaawansowania	 procesu	 chorobowego	 przy	 pomocy	 techniki	
makromacierzy.
Materiał i metody




Pacjentki	 leczone	 były	 operacyjnie	 w	 latach	 2000-2005	
z	powodu	nowotworu	endometrium	 rozpoznanego	w	materiale	
histopatologicznym	 uzyskanym	 podczas	 zabiegu	 wyłyżeczko-
wania	jamy	macicy	(40	pacjentek)	oraz	z	powodów	nienowotwo-






Izolację	 RNA	 przeprowadzono	 według	 protokołu	 wyko-
rzystującego	 odczynnik	 TRI.	 Materiał	 tkankowy	 świeży	 lub	 










Do	 reakcji	 znakowania	 przygotowywano	 roztwór	 Master	
Mix	w	składzie:	2μl	5X	Reaction	buffer,	1μl	10X	DTP	Mix	(dla	
znakowania	 fosforem	 [α-P32]dATP),	 3,5μl	 α	 -	 P32	 dATP,	 0,5μl	
DTT	 100mM.	W	 oddzielnej	 probówce	 przygotowywano	 mie-
szaninę	 reakcyjną	w	składzie:	2μl	RNA,	1μl	CDS	Primer	Mix	
(BD	 Biosciences	 Clontech,	 Palo	 Alto,	 USA),	 którą	 następnie	
mieszano	i	wirowano	przez	1	minutę	w	14000	obr/min.	Próbkę	
z	mieszaniną	reakcyjną	wstawiano	do	termocyklera	PCR	(Perkin	
Elmer,	 USA)	 zaprogramowanego	 według	 następującego	 sche-
matu:	 1.	 70˚C	2min.,	 2.	 50˚C	2min.,	 3.	 50˚C	30	 sek.,	 4.	 50˚C	
25min.	Reakcję	odwrotnej	transkrypcji	przeprowadzano	dodając	
do	próbek	 z	Master	Mix	1μl	odwrotnej	 transkryptazy	 (MMLV	
Reverse	Transcriptase).	
Następnie,	dodawano	przygotowany	uprzednio	Master	Mix	
w	 ilości	 8μl	 do	 próbówki	 z	mieszaniną	 reakcyjną	w	 trakcie	 3	
etapu	 reakcji	 i	 inkubowano	 przez	 kolejne	 25	 minut	 w	 50˚C.	
Następnie	 zatrzymywano	 reakcję	 znakowania	 dodaniem	 1μl	
dziesięciokrotnie	 stężonego	 odczynnika	 Termination	 Mix.	
Reakcję	 PCR	 przeprowadzano	 wykorzystując	 uzyskane	
wyznakowane	 izotopowo	 cDNA.	 Otrzymaną	 mieszaninę	
oczyszczano	 przy	 pomocy	 zestawu	 BD	 AtlasTM	 Nucleospin®	
Extraction	 Kit.	 Aktywność	 uzyskanej	 sondy	 sprawdzano	
używając	licznika	scyntylacyjnego.





Macierz	 zawiera	 punkty	 hybrydyzacyjne	 dla	 1176	 genów,	
z	czego	do	grupy	kodujących	białka	macierzy	zewnątrzkomór-
kowej	należy	31	genów.	Reakcje	hybrydyzacji	przeprowadzono	




Czas	 ekspozycji	 kliszy	 fotograficznej	 uzależniony	 był	
od	 aktywności	 sondy	 i	 wahał	 się	 od	 4	 dni	 przy	 aktywności	
powyżej	 2x103	 do	 7	 dni	 przy	 aktywności	 1x103.	 Po	 wyjęciu	
kliszę	 wywoływano	 przy	 pomocy	 odczynników	 firmy	 Kodak	
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Tabela I. Charakterystyka pacjentek pogrupowanych pod względem rozpoznania histopatologicznego. 
Tabela III. Statystyka opisowa badanego materiału według stopnia zaawansowania klinicznego nowotworu (FIGO), test rang Kruskala-Wallisa (p<0,05). 
Tabela IV. Statystyka opisowa badanego materiału według zróżnicowania histologicznego nowotworu (G), test rang Kruskala-Wallisa, (p<0,05).
Tabela II. Analiza różnic w ekspresji genów pomiędzy tkankami nowotworowymi a prawidłowym endometrium obliczona przy pomocy testu U Manna-Whitneya (p<0,05).
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W	przypadku	braku	 rozkładu	normalnego	stosowano	 testy	
nieparametryczne:	 U-Manna	 Whitneya	 i	 test	 rang	 Kruskala-
Wallisa.	P<0,05	przyjęto	za	statystycznie	istotne.	Ponadto	prze-







W	 analizie	 statystycznej	 otrzymanych	 wyników,	 przy	 po-
mocy	 testu	U	Manna-Whitneya,	porównywano	stopień	ekspre-
















losowe	 z	 badanej	 grupy),	 natomiast	 kolor	 czerwony	 zbiór	
walidacyjny	(testowy).	Oznacza	to,	że	sieć	„uczy	się”	powiązań	
i	wzajemnych	oddziaływań	pomiędzy	ekspresją	poszczególnych	
genów.	 Z	 tabeli	 tej	wynika,	 że	 najistotniejszymi	 predyktorami	
istnienia	procesu	złośliwego	w	otrzymanym	modelu	okazały	się:	
F14A	–	osteonektyna,	F03B	–	fibronektyna,	E11N	1	–	kolagen,	
typ	 VI,	 alfa	 1,	 F07A	 –	 laminina	 (beta	 1),	 F08A	 –	 laminina	 
(gamma	1).









wych	 jak	 i	w	 ich	 najbliższym	otoczeniu	 stanowiącym	 szkielet	
danej	tkanki	[29].	W	procesie	progresji	choroby	komórki	nowo-
tworowe	muszą	 pokonać	 bariery	 w	 postaci	 błony	 podstawnej,	
macierzy	 zewnątrzkomórkowej	 i	 ściany	 naczyń	 krwionośnych	
[8,	9].	Dlatego	też	wydaje	się,	że	białka	macierzy	zewnątrzko-
mórkowej	pełnią	 szczególną	 rolę	w	 rozwoju	choroby	 [28,	30].	
Macierz	zewnątrzkomórkowa	to	złożona	sieć	białek	pełniących	





W	 prezentowanych	 badaniach	wykazano	 zwiększoną	 eks-












Han	 i	 wsp.	 dowodzą,	 że	 fibronektyna	 powoduje	 znaczny	




dent kinase inhibitor 1A)	w	komórkach	raka	płuc.	Wykazali,	że	





sugerować	 regulowanie	 procesów	 posttranslacyjnych	 przez	 fi-
bronektynę	[33].
Z	 kolei	Dai	 i	wsp.	 badali	wpływ	 progesteronu	 na	 komór-
ki	Hec50co	 (jest	 to	 słabo	 zróżnicowana	 linia	 komórkowa	 raka	
endometrium),	 do	 których	 przy	 pomocy	wektorów	 adenowiru-
sowych	 wprowadzili	 geny	 receptorów	 progesteronowych	 typu	
A	 i	B	[35].	Następnie	zbadali	zmiany	fenotypowe	 indukowane	
progesteronem	 oraz	 zmiany	 w	 cyklu	 komórkowym	 zachodzą-
ce	w	komórkach	Hec50co.	Ocenili,	 że	progesteron	może	mieć	
wpływ	 na	 ekspresję	 jedynie	 pięciu	 genów	 kodujących	 białka	





Tabela V. Analiza wrażliwości modelu neuronowego ANN1.
Nr 12/2009912
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nowotworowych,	 na	 podstawie	 otrzymanych	 wyników	 można	
wnioskować,	że	nowotwory	w	niższym	stopniu	zaawansowania	
histologicznego	mają	 większą	 zdolność	 do	 naciekania	 otocze-






Drugim	 genem,	 którego	 zwiększoną	 ekspresję	 zaobser-
wowano	 w	 prezentowanych	 badaniach,	 w	 tkankach	 zdrowych	
w	 porównaniu	 do	 tkanek	 nowotworowych,	 jest	 gen	 kodujący	





Dodatkowo,	 osteonektyna	wpływa	 na	 zmianę	 kształtu	 ko-
mórek,	hamuje	odpowiedź	komórkową	na	stymulację	czynnika-





W badaniach in vitro	wykazano,	że	osteonektyna	hamuje	proli-
ferację	komórek	śródbłonka	naczyń	krwionośnych,	mięśni	gład-
kich	 czy	fibroblastów	 stymulowanych	VEGF	 [37].	Badania	na	
myszach	pozbawionych	genu	osteonektyny	potwierdziły	wyniki	




antyadhezyjne	 osteonektyny	polega	 na	 rozbijaniu	 kompleksów	
białkowych	i	reorganizacji	włókien	aktyny	poprzez	fosforylację	
tyrozyny	w	białkach	związanych	z	adhezją	[39].
W	 przypadku	 ekspresji	 osteonektyny	 u	 ludzi,	 zwiększoną	





micznych	 [14].	Badanie	obejmowało	188	chorych	 z	 rozpozna-
nym	czerniakiem,	którego	głębokość	naciekania	nie	przekraczała	
0,75mm.	Wykazali	oni,	że	współczynnik	osteonektyno-dodatnich	









Z	 drugiej	 jednak	 strony	Mok	 i	 wsp.	 wykazali,	 że	 zwięk-
szona	 ekspresja	 białka	 osteonektyny	może	 działać	 supresyjnie	
na	rozwój	komórek	SKOV3	raka	jajnika	in vitro i in vivo	[42].	






ku	 czego	 zaobserwowali	 zmniejszone	 tempo	wzrostu	komórek	










w	 98%	przypadków	 tkanek	 nowotworowych	wystąpiło	 istotne	
statystycznie	 zmniejszenie	 ekspresji	 w	 porównaniu	 do	 tkanek	
kontrolnych	(p<0,001).	Dodatkowo,	w	celu	potwierdzenia	tych	
wyników,	badacze	ocenili	ekspresję	mRNA	osteonektyny	w	10	
tkankach	 nowotworowych	 oraz	 tkankach	 prawidłowego	 endo-
metrium	 pobranych	od	 tych	 samych	pacjentek.	Ekspresja	genu	
osteonektyny	była	również	mniejsza	w	komórkach	nowotworo-
wych	w	porównaniu	do	komórek	prawidłowych	pobranych	od	
















Zmniejszenie	 ekspresji	 genu	 osteonektyny	 i	 fibronektyny	
w nowotworach endometrium	w	porównaniu	do	tkanek	prawid-
łowych	wydaje	się	promować	rozwój	choroby.	Poziom	ekspre-
sji	 tych	 genów	 może	 stanowić	 również	 dodatkowe	 narzędzie	
w	 określaniu	 stopnia	 zaawansowania	 choroby	 oraz	 przewidy-
wania	 dalszego	 jej	 przebiegu.	Wykorzystanie	 sztucznych	 sieci	
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